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RESUMO: Os autores revisam os principais métodos laboratoriais, atualmente conhecidos e
disponíveis para o diagnóstico da infecção pelo Vírus da Imunodeficiência Humana (HIV), salien-
tando as orientações gerais sobre sua aplicação e interpretação.
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Desde os relatos dos primeiros casos da Sín-
drome de Imunodeficiência Adquirida (aids), no início
da década de 1980(1,2), até o isolamento e identificação
do Vírus da Imunodeficiência Humana, tipo 1 (HIV-1),
como agente causador da síndrome, em 1983-1984(3,4),
os pesquisadores vêm buscando métodos laboratoriais
capazes de auxiliar no diagnóstico da afecção.
Finalmente, em 1985, os testes dos doadores de
sangue passam a ser disponíveis, rotineiramente, atra-
vés do primeiro “kit” de ensaio imunoenzimático
(ELISA), que estabeleu HIV-1 ELISA como a pri-
meira ferramenta de triagem diagnóstica(5,6). A sua
implantação ocorreu, primeiramente, nos bancos de
sangue e, posteriormente, como método diagnósti-
co para os indivíduos de risco para a infecção pelo
HIV-1.
Os testes laboratoriais caminham lado a lado
com o rápido conhecimento da fisiopatogenia da aids
e do complexo ciclo replicativo do HIV-1(7,8,9).
Existem dois retrovírus capazes de levar à Sín-
drome de Imunodeficiência Adquirida, o HIV-1 e o
HIV-2. Este último tem sido descrito em diferentes
regiões do mundo, mas, sempre, em indivíduos que ti-
veram algum contato com o Continente Africano ou
sua população(10,11). Em termos laboratoriais, os mé-
todos são específicos para um ou outro vírus, e devem
ser tomados certos cuidados em determinadas inter-
pretações devido a erros que possam ocorrer com os
diferentes métodos laboratoriais, quando da pesquisa
dos dois vírus(12).
1. TESTE PARA DETECÇÃO DO HIV
O método laboratorial mais direto para detectar
HIV-1, em pacientes, é a cultura do vírus através do
cocultivo de células mononucleares do sangue perifé-
rico, plasma ou células ganglionares, com estimulação
de Peripheral Blood Mononuclear Cells-PBMCs
de doadores não infectados(13). Em condições apro-
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priadas, em um sistema de cultura in vitro, faz-se uma
explosiva infecção viral, conduzindo à produção de
milhões de virions. A cultura é lida como positiva pela
formação de sincícios (isto é, células gigantes, multi-
nucleares, resultantes da fusão célula-célula), detecção
da atividade da transcriptase reversa ou presença do
antígeno p24 no sobrenadante da cultura, eventos es-
tes que traduzem replicação viral.
Este método tem um alto custo, pressupõem uma
equipe de técnicos treinados e condições laboratoriais
de isolamento e segurança (confinamento PII ou PIII).
É demorado, obtendo-se resultados após quinze (15)
a trinta (30) dias, ou mais, de cultivo. Por isso, sua
indicação, atualmente, vem se restringindo à área de
pesquisa clínica. Essa técnica apresenta defeitos de
reprodutibilidade ligados à variabilidade das células
mononucleares dos doadores. A seleção de cepas de
replicação rápida, in vitro, pode provocar um viés de
medição. Devido a todos esses fatores, outros méto-
dos têm sido desenvolvidos para detecção da infec-
ção pelo HIV, com o intuito de diagnóstico. Muitas
dessas técnicas baseiam-se na detecção da resposta
de anticorpos contra o HIV, mais do que na detecção
do próprio vírus(14,15).
2. TESTES DE DETECÇÃO DE ANTICORPOS
As técnicas mais freqüentemente utilizadas
para pesquisa de anticorpos anti-HIV são: teste
imunoenzimático (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay-ELISA), fluorimetria, quimioluminescência,
radioimunoprecipitação (Radio Immunoprecitation
Assay-RIPA), aglutinação de partículas de látex, imu-
nofluorescência indireta (If) e Western-Blot (WB).
O ELISA e o WB têm, atualmente, alta sensi-
bilidade (99%)(14,16).
Em termos de diagnóstico sorológico de infec-
ção pelo HIV, o Ministério da Saúde do Brasil preco-
niza que seja realizado o ELISA, em duplicata, como
método de triagem, e um outro método como teste
confirmatório de positividade, que pode ser a aglutina-
ção de partículas de látex, ou a If, na dependência das
condições do laboratório. Ao realizar-se o ELISA:
1 - caso o exame seja negativo, considera-se negati-
va a amostra;
2 - se o resultado for duvidoso ou indeterminado,
deve-se repetir o procedimento em duplicata, e,
persistindo a dúvida, proceder ao teste confir-
matório (If ou aglutinação do látex);
3 - se a amostra for positiva, realizar o teste confir-
matório.
Realizando-se o teste confirmatório (If ou aglu-
tinação do látex):
a) se positivo, repetir, em nova amostra, todo o proce-
dimento;
b) se indeterminado ou negativo, realizar WB.
Em bancos de sangue, realiza-se, como méto-
do confirmatório, o WB em todas as amostras.
Como principal limitação da pesquisa de anti-
corpos para o HIV, temos que lembrar que, em 75%
dos casos, os anticorpos tornam-se detectáveis cerca
de dois (2) a três (3) meses após o contato com o vírus;
assim, nos pacientes em que haja forte suspeita da
infecção pelo HIV, e a pesquisa de anticorpos resulte
negativa, haverá necessidade da repetição do teste após
um ou dois meses do possível contágio. Em alguns
casos, esses testes, em especial o ELISA, podem tor-
nar-se positivos somente após seis (6) meses do con-
tágio; assim, o seguimento clínico é fundamental.
Uma vez positivo, o resultado não se negativa
até o final da vida. Em raríssimos casos, em condi-
ções de imunodeficiência celular e humoral extrema,
nas fases finais da doença, pode ocorrer negativação
dos anticorpos pelo ELISA.
3. INTERPRETAÇÃO DO RESULTADO PELO
ELISA E CONFIRMATÓRIO
Adulto reagente: indica contato anterior com
o HIV.
Recém-nascido reagente: o encontro de an-
ticorpos IgG (ELISA, WB), no sangue para o vírus,
não permite o diagnóstico da infecção antes dos quin-
ze a dezoito (15-18) meses de idade, devido à possibi-
lidade de transferência passiva de anticorpos da mãe
para o feto, havendo, assim, necessidade de métodos
laboratoriais de detecção direta do vírus ou de seus
antígenos. Deve-se lembrar que, no Brasil, cerca de
90% dos casos de aids na infância deve-se à trans-
missão mãe-filho do HIV.
Adulto não reagente: indica que o indivíduo
não entrou em contato com o HIV-1 ou, caso tenha
havido infecção, ainda não soroconverteu, porém po-
derá fazê-lo em algumas semanas.
ELISA indeterminado: pode se tratar de in-
divíduo em fase de soroconversão, em vias de se tor-
nar reagente, ou pacientes em fase terminal da doen-
ça, ou se tratar da detecção de anticorpos inespecíficos
que se ligam casualmente, sem significado clínico,
como reação cruzada, como aloanticorpos, pacientes
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O modelo de bandas específicas pode variar de
indivíduo para indivíduo, e a intensidade pode flutuar
de acordo com a relativa quantidade de anticorpo anti-
HIV-1 específico, circulante em algum dado momen-
to e com a preparação comercial em uso. Muitas pre-
parações de WB comerciais são especificamente sen-
síveis para a detecção de anticorpo anti-p24 e o seu
aparecimento no “imunoblotting” pode ocorrer relati-
vamente cedo no período pós-exposição ao vírus, oca-
sionalmente servindo para anunciar o processo de
soroconversão. O aparecimento de níveis detectáveis
de anticorpos contra os produtos dos genes pol e env
pode ser mais tardio, embora isso seja, usualmente,
tão breve que seu impacto no sorodiagnóstico é muito
pequeno. Anticorpos contra outros genes do HIV-1,
tais como nef ou outros elementos reguladores, são,
geralmente, não detectáveis pelo WB convencional.
É importante ter em mente que o WB não é indicado
como um teste de triagem inicial. Devido à alta fre-
qüência de reações indeterminadas, a maioria das quais
pode ser não específica, o WB não é apropriado como
ferramenta para uso em triagem inicial de grandes
populações. Seu emprego deve ser reservado como
um teste confirmatório, em especial em populações
em que tenha havido positividade pelo ELISA ou ou-
tro teste em uma triagem inicial(14).
com doenças auto-imunes; pode ocorrer, também,
quando há infecção pelo HIV-2 e nos casos de parti-
cipantes de ensaios em vacinas anti-HIV. Nessas cir-
cunstâncias, sugere-se a repetição do teste em uma
nova amostra, e, caso persistam dúvidas, faz-se o se-
guimento sorológico do paciente e após trinta (30) a
sessenta (60) dias, repetindo-se o teste anteriormente
solicitado para nova avaliação. Quando o teste WB
também resultar indeterminado, sugere-se novo WB
após trinta (30) dias ou a reação de cadeia de polime-
rase (PCR).
4. INTERPRETAÇÃO DO TESTE DE WES-
TERN-BLOT (WB)(17)
O teste WB tem o mesmo princípio do ELISA,
isto é, captura de anticorpos, porém com antígenos
específicos do HIV, previamente separados eletrofo-
reticamente(16,18). Na técnica de WB, existe a possi-
bilidade de se revelar a presença de anticorpos contra
nove (9) proteínas do HIV-1: gp160, gp120, gp42, p66,
p51, p31, p55, p24, p17. As três primeiras são codifi-
cadas pelo gene env, as três seguintes, pelo gene pol
e as restantes, pelo gene gag. Soros que apresentem
reatividade contra pelo menos uma proteína de cada
um dos três grupos gênicos são considerados reagen-
tes. Soros que apresentem reativi-
dade contra, pelo menos, uma pro-
teína de dois grupos gênicos diferen-
tes, sendo uma delas obrigatoriamen-
te do env, são considerados reagen-
tes. Soros que apresentem reativi-
dade contra duas proteínas do env
são igualmente considerados reagen-
tes. Soros que apresentem reativi-
dade contra, pelo menos, uma pro-
teína de dois grupos gênicos diferen-
tes, desde que não sejam do env, são
considerados indeterminados. Soros
que apresentem reatividade contra,
pelo menos, uma proteína de um gru-
po gênico, desde que não seja p17,
são considerados indeterminados.
Soros que reajam isoladamente con-
tra p17 são considerados negativos.
Soros que não reajam contra nenhu-
ma proteína são, obviamente, consi-
derados negativos.
A Figura 1 ilustra exemplo de
teste WB.
Figura 1 - Western Blot. Representativos Western Blot para HIV-1. Segundo
os critérios de interpretação (vide texto), os soros A E 7 são considerados
positivos, soros 3 e 4 indeterminados e os soros de números 5 e 21 negativos.
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5. IMUNOFLUORESCÊNCIA INDIRETA
(IF)(14)
Apesar da rapidez e facilidade do emprego do
WB como teste confirmatório, alguns laboratórios têm
preferido usar a imunofluorescência indireta (If) como
um teste confirmatório ou mesmo em triagem. A van-
tagem desse método é que ele é rápido e muito fácil
de ser realizado, requerendo todavia habilidade na lei-
tura, que é subjetiva. Entretanto, requer a existência,
no laboratório, de microscópio de fluorescência, o que
encarece o método, assim como é necessário con-
fiar-se no fornecedor das lâminas, as quais devem
conter células infectadas pelo HIV-1 (geralmente, li-
nhagens H9 ou CEM). A If pode tornar-se positiva
mais cedo, no transcurso da infecção pelo HIV-1, do
que a do ELISA ou a do WB.
6. RADIOIMUNOPRECIPITAÇÃO (RIPA)(14)
RIPA é um outro teste que pode, eventualmen-
te, ser utilizado como teste confirmatório, embora res-
trito aos laboratórios que mantenham continuamente
culturas celulares para o HIV-1.
Vários aspectos deste método inviabilizam a sua
adoção em laboratórios clínicos e o torna menos
atraente que o WB para uso na rotina: a necessidade
de manter estoque de vírus e linhagens celulares para
cultura, a necessidade de estocagem e manutenção
de material radioativo, além de cuidados especiais com
os resíduos e experiência do pessoal técnico. Entre-
tanto há certas circunstâncias em que o clínico pode,
eventualmente, lançar mão do RIPA, em especial na
detecção de baixos títulos de anticorpos ou na avalia-
ção de indivíduos com padrões indeterminados de WB.
A sensibilidade e especificidade do RIPA,
usualmente, excedem aquelas do WB e o RIPA tem
proporcionado esclarecimentos em relação à nature-
za da resposta sorológica para proteínas de alto peso
molecular do envelope viral (gp120, gp160), em está-
dios precoces no processo de soroconversão. Entre-
tanto, nos estádios iniciais da infecção, o RIPA pode
ser menos sensível que o WB, na detecção de anticorpo
para antígenos virais p24 ou gp41.
7. TESTE RÁPIDO DE AGLUTINAÇÃO DO
LÁTEX(14)
A complexidade e o custo dos diversos testes
para detecção de anticorpos anti-HIV-1 têm estimu-
lado o desenvolvimento de testes de mais fácil reali-
zação, com baixo custo. Entre estes métodos está o
teste rápido de aglutinação do látex, um processo que
pode ser realizado em minutos e que requer o mínimo
de reagentes e habilidade técnica. Este método é uma
modificação do teste padrão de aglutinação de látex e
usa proteínas recombinantes, derivadas de região al-
tamente conservada do genoma do HIV-1, ligadas a
esferas de polistireno.
Alguns trabalhos têm estimado sua sensibilida-
de em 99,3% e especificidade em 100%, em compa-
ração ao WB. Entretanto, a interpretação destes re-
sultados deve ser feita com cautela, uma vez que fo-
ram aplicados em populações com incidência de in-
fecção acima de 18%(14).
8. TESTE DE DETECÇÃO DE ANTÍGENO
P24(14)
A técnica mais empregada para a pesquisa de
antígeno p24 é o teste de ELISA. A indicação é no
diagnóstico laboratorial precoce de infecções pelo
HIV-1, na fase anterior à conversão sorológica e no
diagnóstico da infecção pelo HIV-1 no recém-nascido
de mãe soropositiva. Até pouco tempo atrás, antes da
existência da quantificação da carga viral do HIV-1
de maneira rotineira, ele era usado na avaliação da
necessidade de introdução e monitorização da tera-
pêutica anti-retroviral. Uma limitação para seu uso é
que 40% a 70% dos pacientes, na fase aguda, têm vire-
mia detectada por este critério. Após esta fase inicial
de cerca de dois (2) a três (3) meses, este marcador
permanece, habitualmente, indetectável, ou detectá-
vel, esporadicamente. Uma outra limitação é que ele
somente é capaz de detectar antígeno p24 livre e não
os antígenos complexados com anticorpos anti-p24.
O encontro do teste reagente indica a presen-
ça de antígeno do HIV-1 ou p24 circulante em níveis
superiores a 8 pg/ml (limite médio de sensibilidade do
teste). No caso de recém-nascidos, indica infecção. A
leitura não reagente indica ausência de antígeno detec-
tável, dentro dos limites de sensibilidade da técnica.
9. TESTES DE AMPLIAÇÃO DO GENOMA
DO HIV
9.1. Detecção do DNA do HIV-1 integrado ao ge-
noma leucocitário (PCR-DNA quantitativo)(15)
Usa-se a reação em cadeia de polimerase-poly-
merase chain reaction-PCR, em especial para o
diagnóstico de infecção pelo HIV-1, em crianças nas-
cidas de mães soropositivas, sendo altamente especí-
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fico e sensível em lactentes de um a dois (1-2) meses
de idade e para o esclarecimento diagnóstico de indi-
víduos com perfis indeterminados ao WB(18).
O teste pode se tornar positivo apenas após trin-
ta (30) a sessenta (60) dias de vida da criança, pois
este seria o tempo necessário para que houvesse inte-
gração do genoma viral ao genoma leucocitário, em
um número significativo de células circulantes. Ainda
no primeiro mês de vida da criança, existe a possibili-
dade de que algumas células infectadas da mãe este-
jam circulando na criança e representem, portanto,
falsa positividade do teste no recém-nascido(18).
O teste será reagente quando houver presen-
ça de células com DNA viral integrado e, portanto,
infectadas, e não reagente na ausência de células
infectadas pelo HIV-1, dentro do limite de sensibilida-
de da técnica. A interpretação de testes executados
em recém-nascidos requer especial atenção e, fre-
qüentemente, é associada à pesquisa de outros mar-
cadores. A coleta de material para PCR, em papel de
filtro, é alternativa útil para estudos de campo, apre-
sentando sensibilidade e especificidade comparáveis
às da técnica convencional.
9.2. Detecção do RNA do HIV-1 no plasma
(PCR-RNA qualitativo)(15)
Emprega-se PCR após transcrição reversa
(RT-PCR). É indicada para o diagnóstico da infecção
pelo HIV-1 em crianças nascidas de mães soropositi-
vas e diagnóstico de infecção pelo HIV-1 em adultos
expostos recentemente (até dois (2) ou três (3) me-
ses), portanto antes de soroconversão. Nestes casos,
o teste se torna reagente entre quinze (15) a sessenta
(60) dias, após a infecção.
A detecção do RNA viral requer cuidados no
manuseio e preservação do material clínico. O sangue
deve ser colhido adequadamente, as suas células se-
paradas dentro de duas horas e o teste realizado ime-
diatamente ou a amostra estocada a -70ºC.
Teste reagente significa presença de vírus cir-
culante no plasma e, portanto, infecção, enquanto tes-
te não reagente, ausência de vírus circulante ou pre-
sença, em quantidades abaixo do limite, de detecção
da técnica.
9.3. Detecção do RNA do HIV-1 no plasma
(quantitativo) ou Determinação da Carga
Viral (CV)(19)
A infecção pelo HIV é crônica, persistente, du-
rante a qual o vírus se replica constantemente, sem
ser eliminado. No sangue, o vírus pode estar associa-
do às células, sob forma de provírus integrado ao ge-
noma celular, mas aparece, também, sob a forma livre
(virion infeccioso), produto da replicação ativa do ví-
rus. A carga viral corresponde à quantidade de vírus
replicativo ou latente presente em um indivíduo infec-
tado. Na linguagem corrente, a carga viral do HIV
corresponde, geralmente, à quantidade de vírus pre-
sente no compartimento sangüíneo. Dependendo da
replicação do vírus no sangue, a carga viral pode não
ter o mesmo valor: a carga viral celular corresponde
à quantidade de provírus que infecta as células mono-
nucleares e reflete o reservatório celular, e a carga
viral plasmática corresponde à quantidade de partí-
culas virais, livres no plasma.
A utilização da técnica de PCR permitiu mos-
trar que o HIV se replica de maneira variável em to-
dos os estágios da doença, o que contradiz a concep-
ção inicial de latência virológica após a primoinfecção.
Esquematicamente, as cargas virais celulares
ou plasmáticas podem ser avaliadas por  meio de téc-
nicas de culturas celulares ou plasmáticas em dilui-
ções sucessivas, que constituem métodos de referên-
cia, bem como, por meio de técnicas de biologia mole-
cular (Tabela I).
Tabela I - Principais técnicas de quantificação do
HIV
Carga viral Técnica
Celular (DNA pró-viral) Culturas celulares simultâ-
neas, em diluições suces-
sivas (viremia celular)
Técnicas de Biologia Mole-
cular:
–  PCR quantitativa
–  PCR in situ
Plasmática (RNA viral) Cultura plasmática em di-
luições sucessivas (viremia
plasmática)
Técnicas de Biologia Mole-
cular:
–  RT-PCR quantitativa
–  NASBA
–  DNA ramificado
Celular (RNA mensageiro) Técnicas de Biologia Mole-
cular:
–  RT-PCR quantitativa
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As técnicas mais freqüentemente empregadas
para determinação da carga viral são: PCR quantitativo
por competição, branched-chain DNA (bDNA), NASBA
(Nucleic Acid Sequenced Based Amplification).
A quantificação do RNA viral plasmático pode
ser realizada, atualmente, por meio de “kits” co-
merciais, que utilizam amplificação gênica, tais como
a PCR ou NASBA, hibridização molecular, como a
técnica do DNA ramificado (Tabela II). Cada um des-
tes “kits” permite obter uma medição da carga viral
plasmática extremamente confiável, mas necessita de
pessoal qualificado e equipamento específico. A car-
ga viral plasmática é expressa em número de cópias
(ou equivalentes-cópias) de RNA viral por ml de plas-
ma, freqüentemente traduzido, para facilitar, num
logaritmo de base 10 (log).
Tabela II – “Kits” comerciais para avaliação da carga viral plasmática do HIV-1
Quantiplex HIV RNA®
Chiron
Amplicor HIV-1 Monitor®
Roche Diagnostic System
NASBA QR System®
Organon Teknika
Princípio Hibridização molecular Polimerização por
amplificação em cadeia
Amplificação genética
Expressão Eq RNA / ml cópias / ml cópias / ml
Gene identificado pol gag gag
Subtipo M identificado A a F: sim A: - ou ±
outros subtipos: sim
A: - ou ±
outros subtipos: sim
Subtipo O não não não
Limite inferior de detecção 500 200-400 400 (para 1 ml)
Nuclisens = 80
Limite superior de detecção 1,6 106 1,5 106 1 107
Variação individual 0,3 log 0,45 log 0,3 log
Sensibilidade/plasma HIV+ 70% 95% 100%
Reprodutividade +++ ++ ++
–  zona cinza de reproduti-
vidade
< 3 log e > 6 log < 4 log
–  desvio-padrão intra-ensaio 0,12 – 0,2 < 0,15 – 0,33 0,13 – 0,23
Anticoagulante EDTA ou citrato > heparina EDTA > citrato EDTA > citrato ou heparina
Tempo de espera para reali-
zação do teste
< 6 horas < 3 horas < 2 horas
Estocagem -80º C -80º C -80º C
Volume da amostra 2 ml 200 µl 100 µl a 1 ml
Número de testes 42 / 2 dias 20 / 1 dia 10 / 1 dia
Rapidez de análise +++ ++ ++
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No Brasil, os testes de carga viral estão dispo-
nibilizados pelo Ministério da Saúde, em laboratórios
de uma rede nacional, em algumas cidades do país,
para o acompanhamento de pacientes em uso de tera-
pia anti-retroviral.
Deve-se obedecer às técnicas de coleta, quan-
to ao volume e presença de EDTA, assim como ser
encaminhado o mais rápido possível ao laboratório, a
fim de se realizar a separação até, no máximo, três
horas após a colheita. O material deve ser processa-
do imediatamente ou estocado a -70ºC.
Níveis elevados de cópias de RNA viral são
associados a mau prognóstico, enquanto níveis baixos
guardam relação com curso clínico mais prolongado.
Os valores devem ser decrescentes no caso de su-
cesso da terapêutica antiviral eficaz. Espera-se que o
ponto mais baixo da redução da carga viral ocorra nas
quatro semanas após o início do tratamento anti-re-
troviral e, portanto, o primeiro de controle deve ser
realizado entre um (1) a três (3) meses após o início
do tratamento. Considera-se sucesso virológico a di-
minuição da carga viral em pelo menos 0,5 log na base
10. Se a carga viral tornar a aumentar, em uso regular
da medicação, deve-se considerar a possibilidade da
emergência de mutantes resistentes, e considerar a
modificação da terapia anti-retroviral.
Hoje em dia, é possível calibrar muito finamente a
terapêutica anti-retroviral, por meio da avaliação regular
da carga viral plasmática em um paciente tratado.
A seguir são apresentados os “kits” comerciais
disponíveis.
Deve-se escolher um único “kit” de avaliação
da carga viral plasmática para monitorar um mesmo
paciente, embora dados da literatura tenham mostra-
do correlação dos resultados entre os testes, ficando
dentro dos limites de reprodutibilidade do teste, que é
inferior a 0,5 log. Existe um interesse do Ministério da
Saúde do Brasil em tentar definir um fator de correla-
ção entre os testes mais usados.
9.4. Quantiplex HIV RNA® (Chiron)
A técnica do DNA ramificado utiliza uma
amplificação do sinal obtido por hibridização mole-
cular sem amplificação gênica. A duração do teste
é de dois dias. O limite de detecção do “kit” atual-
mente comercializado é de 500 Eq-cópias por ml
de plasma. A principal vantagem dessa técnica é
sua reprodutibilidade. Seu principal defeito é sua
baixa sensibilidade.
9.5. Amplicor HIV-1 - Monitor® (Roche Diag-
nostic Systems)
Este “kit” utiliza a técnica clássica de RT-PCR,
em vinte e cinco (25) ciclos, utilizando uma DNA po-
limerase termoestável, capaz de realizar sucessiva-
mente a transcrição reversa e a amplificação. O nú-
mero de cópias de cada amostra é calculado com
relação ao seu próprio padrão interno. O limite de sen-
sibilidade é de duzentas (200) cópias de RNA por ml
de plasma. A duração da reação é de seis (6) horas.
Os principais inconvenientes deste “kit” são a incapa-
cidade de reconhecimento de certos subtipos africa-
nos, notadamente do subtipo A, e elevada variação
interensaio.
9.6. NASBA QR System® (Organon Teknika)
A técnica NASBA permite a amplificação iso-
térmica do RNA do HIV-1 de filamento simples, utili-
zando três (3) enzimas: a transcriptase reversa do ví-
rus da mieloblastose aviária, uma RNAse H, e a RNA
polimerase do fago T7. A técnica permite a obtenção
de 106 a 109  cópias em menos de uma hora. Seu limite
de detecção passou, recentemente, para oitenta (80)
cópias do RNA viral por ml de plasma, recebendo o
“kit” o nome de NASBA nuclisens HIV-1 Qt. A varia-
ção interensaios do “kit” NASBA é comparável à da
PCR Roche.
9.7. Determinação de Resistência aos Anti-Re-
trovirais
Os testes de determinação de resistência aos
anti-retrovirais devem constituir o próximo passo de
evolução no monitoramento terapêutico da infecção.
Os testes de resistência podem direcionar a terapia
no momento da falha. Atualmente, a mudança tera-
pêutica é baseada na clínica, no conhecimento do
mecanismo de ação das drogas, carga viral e evolu-
ção do TCD4+ e TCD8+. Os testes de resistência po-
dem fazer com que a mudança de terapia seja menos
empírica. Além disso, existe o potencial de se predi-
zer a falência biológica antes que ela ocorra. Como
exemplo histórico desse refinamento no monitoramento
da infecção pelo HIV, pode-se citar os outros marca-
dores imuno/virológicos. Com o uso do TCD4+, por
exemplo, pode-se detectar o colapso do sistema imu-
ne antes mesmo do aparecimento de um evento clíni-
co de progressão. Com a carga viral, pode-se detec-
tar quais os pacientes que potencialmente estariam
evoluindo rapidamente para o colapso do sistema imu-
ne, mesmo antes da queda do TCD4+. Talvez com os
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testes de resistência seja possível predizer o momento
em que a carga viral pode aumentar, mesmo antes
que isso ocorra.
Testes de resistência também serão úteis para
melhor introdução de terapia em casos de infecção
vertical (mãe-filho), e em acidentes pós-exposição
ocupacional, onde a avaliação prévia de cepas resis-
tentes poderá melhor direcionar a terapêutica a ser
oferecida ao recém-nascido, ou ao profissional da saú-
de vítima do acidente com material potencialmente
contaminado.
A resistência pode ser medida por ensaios fe-
notípicos e genotípicos. Os ensaios genotípicos, que
identificam, numa seqüência definida de genes, a pre-
sença de uma mutação específica, são relativamente
rápidos, mas fornecem somente uma medida indireta
da resistência. Eles não conseguem detectar espécies
minoritárias (ou seja, aquelas que componham menos
de 20% da carga viral) e nem sempre estão correlacio-
nados com o fenótipo. É possível pesquisar as muta-
ções genômicas que conferem resistência a uma subs-
tância anti-retroviral por meio de seqüenciamento do
gene que codifica o alvo da molécula antiviral, seja
após clonagem ou diretamente com produtos de PCR.
Quando as mutações que conferem resistência já es-
tão bem identificadas, é possível pesquisá-las por meio
de técnicas de Biologia Molecular. A técnica mais uti-
lizada é uma PCR nidificada (isto é, o produto da pri-
meira amplificação serve de alvo a uma segunda am-
plificação no seu interior). A pesquisa de mutações
pontuais que conferem resistência a uma molécula por
uma PCR nidificada diferencial, em diluição limitada,
é uma técnica relativamente sofisticada, que necessi-
ta cerca de três (3) a quatro (4) dias de manipulação.
Os ensaios fenotípicos que medem a capa-
cidade de crescimento in vitro de um organismo iso-
lado na presença de uma droga, representam uma
medida mais exata da resistência, mas são mais len-
tos na sua execução, podem apresentar resultados di-
ferentes em relação à resistência fenotípica real in
vivo, e, da mesma forma como ocorre com os ensaios
genotípicos, são insensíveis às espécies minoritárias.
Considerando-se todos os fatores, a determinação do
fenótipo de sensibilidade do HIV aos anti-retrovirais
necessita do isolamento do vírus e, posteriormente, sua
cultura em muitas diluições, na presença de concen-
trações crescentes de uma substância anti-retroviral.
É possível que, em futuro próximo, tenhamos
disponibilidade de “kits” capazes de mensurar, roti-
neiramente, o genótipo e o fenótipo de sensibilidade
do HIV aos anti-retrovirais.
9.8. Algumas Considerações sobre Testes Rá-
pidos para Diagnóstico da Infecção pelo
HIV(20)
Além dos testes sorológicos convencionais, para
o diagnóstico da infecção pelo HIV, foram desenvol-
vidos, mais recentemente, os chamados “testes rápi-
dos”, que têm a revelação em cerca de trinta (30)
minutos, permitindo análise de sangue, saliva ou uri-
na. Estes testes empregam, geralmente, antígenos virais
fixados a um suporte sólido, como membranas de ce-
lulose ou nylon, látex, micropartículas, ou cartelas plás-
ticas.
Geralmente, possuem sistema de revelação vi-
sual, o que dispensa o uso de equipamento laboratorial,
e pode ter implicações práticas para implantação de
estudos em regiões sem facilidades laboratoriais.
Atualmente, no mercado, existem diferentes tes-
tes de diagnóstico rápido, produzidos por fabricantes
distintos, que utilizam diferentes tipos de antígenos,
como o lisado viral, proteínas recombinantes, peptídeos
sintéticos ou a combinação destes. Geralmente, tem
sensibilidade e especificidade inferiores aos ELISAs
convencionais. Embora de fácil interpretação, resul-
tados falso-positivos podem ser obtidos, variando de
teste a teste, em função de várias razões de ordem
técnica.
Resultados falso-negativos também podem ser
detectados, principalmente em estudos utilizando amos-
tras de soros provenientes de países onde predomi-
nam os subtipos não-B do HIV-1, assim como em
amostras de soroconversores recentes.
Por outro lado, o uso de testes rápidos para
autotestagem do estado sorológico frente à infecção
pelo HIV por casais antes do início da prática sexual
pode levar ao abandono da utilização de preservati-
vos como meio de prevenção, podendo servir como
uma arma para a discriminação dos indivíduos em re-
lacionamentos, emprego ou outras situações.
A Comissão Nacional de aids traçou uma série
de recomendações para o emprego desses testes, entre
elas evitar a vulgarização do emprego para o diagnós-
tico da infecção pelo HIV e não ser usado por profis-
sional não credenciado. O seu emprego poderia ser
realizado, em casos de acidentes ocupacionais com
material potencialmente contaminado, pelo profissio-
nal da saúde, em estudos epidemiológicos ou em tria-
gens de bancos de sangue.
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